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Summary

The effect of experiment date, inoculum concentration and number of passages
through potato tissuc on virulence spectrum and aggressiveness level of four Phyto-
phthora infestans isolates was examined in four tests. All these experimental variants
significantly influenced the expression of virulence. Isolates chosen for study were
characterized initially by complex wirulence and high aggresssiveness. The narro-
west spectrum of virulence was noted at June and December in comparison with March
and September. The inoculum concentration of 200 sporangia in | mm® influenced
stronger {requency of virulence factors, that concentration of 50 sporangia in 1 mm?®.
The cultures passaged many times showed the wider virulence spectrum than single or
double passaged isolates. The double passages of pathogen cultures influenced stron-
ger expression factors of virulence than single one. The significant interaction betwe-
en experiment dates and number of passages and experiment dates and inoculum
concentrations were observed. Higher inoculum concentration and more abundant
passages on polato tissues positively affected detection of particular virulence fac-
tors, especially v5 and v8.

The cultures, both double and many times passaged on potato tuber slices, were
significantly more aggressive in comparison with single passaged oncs. The isolate MP
425 was the most stable in expression of its virulence and aggressiveness. The P. infe-
stans cultures that lost infectivity on rye agar medium can recover their virulence and
aggressiveness expression after double and frequent culturing on potato tissues.

Key words: experiment date, number of passages, inoculum concentration, interac-
tion, Phytophthora infestans, pathogenicity to potato
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WSTEP

Dotychczasowe badania nad wlasciwosciami pasozytniczymi Phytophthora
infestans przeprowadzone w Instytucie Hodowli 1 Aklimatyzacji Roslin w Miocho-
wic wykazaly, Ze te same izolaty patogenu oceniane w réznych okresach roku mogg
wykazywaé rézng ekspresje patogenicznosci (Sujkowski. 1983: Sobkowiak
i in., 2001). Nizszg patogenicznos¢ stwierdzono pdzng wiosng, a wysokg w sezonic
letnim. ObniZeniu poziomu patogenicznosci czgsto towarzyszyl spadek sporulacji,
co bywalo przyczyng trudnosci w uzyskaniu odpowiednicj koncentracji sporangiow
w sporzgdzanej zawiesinic inokulacyjnej (Sujkowski. 1983). Do inokulacji mate-
rialéw hodowlanych w Mlochowie uzywa si¢ zawiesiny inokulacyjnej o standardo-
wej koncentracji 50 sporangiéw w I mm®. W okresach spadku patogenicznosci prébo-
wano poprawic¢ poziom infekeyjnosei inokulum poprzez zwigkszanic koncentracji
sporangiéw w zawiesinie inokulacyjnej. Pictkiewicz (1976b) i Zarzycka (1989)
stwierdzili silnicjsze porazenie inokulowanych listkéw ziemniaka po zastosowaniu
zawiesiny o wyzszej koncentracji. Jednak po przekroczeniu poziomu 200 sporan-
giow w | mm® infekeyjnosé inokulum wyraZnie spadala. Przyczyng tego zjawiska
byly pogarszajgce si¢ warunki tlenowe, ktdre nie sprzyjaly uwalnianiu si¢ ptywek ze
sporangiow,

[zolaty P infestans przeznaczone do oceny odpornosci materialéw hodowla-
nych ziemniaka i do badan przechowywane sg standardowo w temperaturze 7' C na
pozywce zytnio-agarowej pod olejem parafinowym. Kultury utrzymywane w ten spo-
s6b szybko obnizajg swoje wlasciwosci pasozytnicze i w celu ich odzyskania powin-
ny zostac przeszezepione na tkanki ziemniaka (Zarzycka, 1996).

Celem badan. przeprowadzonych w 2002 roku bylo ustalenie wplywu ter-
minu przeprowadzania testu. zastosowanej koncentracji inokulum, liczby pasazy
na tkankach zicmniaka oraz wzajemnych zaleznosci mi¢dzy tymi czynnikami na
zmicnnosc ekspresji wirulencji i agresywnosci izolatdow P. infestans w stosunku
do ziemniaka.

MATERIAL I METODY BADAN

W badaniach uzyto cztery izolaty P. infestans, ktérych charakierystyka zostala
przedstawiona w tabeli 1. Izolaty te odznaczaly si¢ szerokim zakresem wirulencji
(9-10 czynnikéw) i wysokim poziomem agresywnosci (1-1.5 wedtug skali 9-cio stop-
niowej). Oceng zakresu wirulencji oraz poziomu agresywnosci przeprowadzono czte-
rokrotnic:

— pod koniec zimy (w marcu),

— pod konice wiosny (w czerweu),

— pod koniec lata (we wrzesniu),

— pod koniec jesieni (w grudniu).
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Do inokulacji zastosowano izolaty P. infestans przechowywane w 7°C na zyt-
nim agarze pod olejem parafinowym, ktére przed inokulacjg byly przepasazowane na
plastrach 7z bulw ziemniaka odmiany Tarpan: jednorazowo, dwukrotnie lub wiclo-
krotnie.

Tabela |
Wstgpna charakterystyka izolatéw P. infestans uzytych w doswiadczeniu
Table 1
Initial characteristics of P infestans isolates used in the experiment

Nr Nauzwa Rok Zakres Poziom Typ
No izolatu izolacji wirulencji agresywnosci | kojarzeniowy
Name of Year of Range of virulence Level of Matling type

1solate isolation 4ZAressIVEness 1
| US-§ 1994 1.2.3.4.5.6.7.10.11 1.0 A2
2 MP 324 1997 1.2.3.4.5.6.7.8.10.11 1.5 Al
3 MP 423 1998 1.2.3.45.6.7.8.10.11 1,0 A2
4 MP 425 19949 1.2.3.4.5.6.7.10.11 1.0 Al

Inokulum sporzgdzono ze sporangiow zebranych z 7-dniowych kultur P,
infestans 7 plastrow ziemniaka oraz z wody dejonizowanej. Inokulum doprowa-
dzono do koncentracji 50 i 200 sporangiéw w 1 mm’* i przetrzymywano przez 2
godziny w temperaturze 7°C aby rozpoczal sig proces uwalniania plywek ze spo-
rangiow.

Stabilnos¢ ckspresji wirulencji we wszystkich terminach oceniano na listkach
testeréw Black’a zawierajgeyceh pojedyncze geny odpornosci specyficznej (od R1 do
R11), a poziom agresywnosci na listkach odmian Bintje i Tarpan nie posiadajgcych
gendw odpornosci speeylicznej. Zastosowano po 5 listkow w kazdej kombinacj.
Listki utozono na wilgotnej ligninic w kuwetach fotograficznych spodnig strong ku
gbrze i inokulowano umieszezajae po dwie krople inokulum po obu stronach nerwu
aléwnego. Po 24 godzinach inkubacji w 16°C i przy oswietleniu okolo 2000 luksow
listki odwrdcono i inkubowano dalej w tych samych warunkach. Oceng przeprowa-
dzono po szesciu dniach od inokulacji. Przy ocenie zakresu wirulencji przyjeto, ze za
pelng ckspresje czynnika wirulencji uznaje si¢ wytworzenie sig plam, na ktorych
tworzylo si¢ zarodnikowanie patogena na przynajmniej trzech sposréd pigeiu bada-
nych listkéw. Wartos¢ t¢ okreslono jako 1. Przy braku porazenia lub porazeniu mnic;
niz 3 listkéw poszczegdlnych testerow przyjgto wartosc 0.

Przy ocenic poziomu agresywnosci postugiwano si¢ skalg 9-cio stopniow,
w kitérej 1 oznacza catkowite porazenie (Zarzycka. 2001).

Uzyskane wyniki poréwnano za pomocg trojezynnikowej analizy wariancji
w oparciu o test Tukey a.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Zastosowane w Lej pracy warianty doswiadczenia (terminy zalozenia doswiad-
czenia, liczba pasazy P. infestans na tkankach ziemniaka oraz koncentracje sporan-
giéw w inokulum) miaty wigkszy wplyw na zmiennos¢ wirulencji anizeli agresywno-
gci. Tylko liczba pasazy miala istotny wplyw na réznice w agresywnosci izolatow
P infestans. Wyniki te sg zgodne z pracami Thurstona (1957), Hodgsona iShar-
ma’'y (1967) oraz Sujkowskiego (1983), w ktérych i1zolaty tracity patogenicz-
nos$¢ w czasie przechowywania na pozywkach. W naszych badaniach odzyskanie
wyjsciowego poziomu agresywnosci 1 wirulencji nastgpito dopiero po przynajmniej
dwukrotnym pasazu P. infestans na tkankach ziemniaka.

1. Stabilnos¢é wirulencji

Kazdy 7 wariantéw przeprowadzonego doswiadcezenia miat istotny wplyw na
ckspresje wirulencji. Analiza wplywu terminu testu na ekspresjg wirulencji wykazala,
7e jedynic w terminie grudniowym wystgpila istotna roznica w ekspresji czynnikéw
wirulencji v w stosunku do terminu wrzesniowego testu. Pozostale terminy nie rézni-
ty sig od sicbie istotnie pod wzglgdem zakresu wirulencji (Tabela 2). Istotnie silniej-
szg 0gllng ckspresje czynnikéw wirulencji stwierdzono po zastosowaniu inokulum
o koncentracji 200 sporangiéw w 1 mm® w poréwnaniu do inokulum o koncentracji
50 sporangiéw, co okazalo si¢ zgodne z wynikami uzyskanymi przez Pietkiewi-
cza (1976a) i Zarzycka (1989). Wielokrotne przeszczepianie kultur na tkankach
ziemniaka przed uzyciem ich do inokulacji dato istotnie lepsze wyniki niz dwukrot-
ne, aczkolwiek istotnie najmnicjszy zakres czynnikéw wirulencji obserwowano
w kombinacji z jednorazowym pasazowaniem kultur na plastrach bulw. Potwierdzity
to dane uzyskane przez Zarzyckag (1995) oraz wezesniejsze, wstgpne wyniki otrzy-
manc przez Sobkowiaka iin. (2001).

Pomimo ze¢ w tej pracy badano zaledwie cztery izolaty P. infestans to obliczo-
ny blad do§wiadczenia okazal si¢ stosunkowo niski i wynosit od 3,6% (dla wariantu:
koncentracje inokulum) do 9.7% (dla interakcji: terminy oceny w kombinacji z liczbg
pasazy). Wskazywaloby to na duzg powtarzalnos¢ wsrdd izolatéw w danej kombina-
cji w osigganiu przez nich odpowiedniego spektrum wirulencji.

W omawianym do$wiadczeniu zwrécono szczegdlng uwage na mozliwosé
wystgpienia interakcji pomigdzy poszezeg6lnymi wariantami doswiadczenia. Anali-
7a wariancji ujawnita istotno$¢ ekspresji wirulencji wsrdd efektow gléwnych tj. naj-
wyzszg dla liczby pasazy i koncentracji inokulum przy poziomie istotnosci 0=0,01
oraz w mnicjszym stopniu dla terminu testu — przy o=0,05 (Tabela 3). Istotny rezultat
w ukladzic interakcji stwierdzono w kombinacjach obejmujacych terminy testu
i liczbe pasazy przy poziomie istotnosei o=0,01 oraz w kombinacjach obejmujgcych
terminy testu i koncentracje inokulum przy poziomie istotnosci 0=0,05. Stwierdzono
jednak brak zréznicowania w ekspresji wirulencji migdzy marcem, czerweem,
wrzesniem a grudniem dla wariantu wielokrotnego pasazowania. Podobna sytuacja
zostata odnotowana w wariancie dwukrotnego pasazowania izolatow przed inokula-
cja. Natomiast istotnie stabszg wirulencjg stwierdzono w czerwcu i grudniu w poréw-
naniu do marca i wrzesnia w wariancie jednokrotnego pasazowania (Tabela 2).



Tabela 2

Wplyw terminu oceny, liczby pasazy oraz koncentracji inokulum na ckspresje wirulencji izolatow Phyrophthora infestans

Table 2

The effect ol assessment date, inoculum concentration and number of passages on virulence expression ol Phivrophthora infestans isolates

Liczba czynnikow wirulencji Number of virulence factors
I-olaty Isolates Interakgja:
. P —— Koncentracje Interakcja terminy x terminy Srednia dla
Y y inokulum US-8 MP 324 MP 423 MP 425 pasaze x koneentragje | e
Assessment terminow
Inoculum Dates x passages Dates x
date S . " ; Mean value
concentrations interaction concentrations
: : for dates
mteraction
Ip"12p” [w' [ p [2p|w]ip[2p[wlip[2p]w] 1p 2p | w 50 200
marzec 50 8 [ 8|8 |4 91 3 | 8| 8| 819 | 85767 [80b(87a| 75m | 76m 7.5k
March 200 0O 8] 8| S5 810 8[9]19]9]9]9
czerwiee 50 0 719 217191 2 9 8 8 8 9 39¢ 84 [89a | 65n0 | 77m Tk
June 200 191916191913 [9]19]9]9]9 ab
wrzesien 50 6 8 8 8 18|81 5 9 8 9 9 9 676 | 80b| 86 | 74nm | 78m 7.8k
September 200 4 | 818|599l 7]9[9][9]9]9 ab
grudzien 50 0 4 8 9 8|8] 0 8 8 8 8 8 42¢c [79h|8Ta] 630 75m 6,9/
December 200 019918 ]9J10]o]9o]l918]9]09
Srednia dla pasazy Mean value for passages| 5,1z [ 8,1y | 87~
50 Interakeja pasaze x koncentracje | 5,00 | 7,00 | 8.4
200 Passages x concentrations inferaction | 527 | 8,67 | 9.0/
Srednia dla koncentracji Mean value for concentration | 7,0 ‘ 7,6 o
1y

Ip = pojedynczy pasaz na plastrach z bulw ziemniaka Single passage on potato tuber slices
2p = podwdjny pasaz na plastrach z bulw ziemniaka Double passage on potato tuber slices
w = kultury wielokrotie pasazowane na plastrach z bulw ziemniaka Cultures many times passaged on potato tuber slices

significantly according to Tukey's test for P=0.05

Wartosci oznaczone réinymi literami rézniq sig od siebie istomie wediug testu Tukey'a przy P=0,05 The values marked with the various letters differ

rdlsoadsyo vuoamny vuesmoyen poow yosuzor mipd s

cel
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Tabela 3
Analiza wariancji zmiennosci wirulencji izolatéw P, infestans w odniesieniu do zastosowanych
izolatdw, termindw oceny, liczby pasazy oraz koncentracji inokulum
Table 3
Analysis ol variance of virulence in P, infestans isolates after used the experiment date,
number of passages and inoculum concentration

Zrodlo zmiennosci Liczba stopni Sredni F obliczone |
Source of variation swobody kwadrat Value F
Degrees Mean
o of freedom square
Izolaty x listki = powtorzenia 19 621,494 6,681 **
[solates x leaves = replication o _ )
Termin doswiadczenia (czynnik A) 3 333,852 3,589 *
Date of experiment (A factor) _ - )
Liczba pasazy (czynnik B) 2 16576,809 | 178,197 **
Number of passages (B factor) _ _ B
Koncentracje inokulum (czynnik C) 1 1696,557 18,238 **
Inoculum concentrations (C factor) _ _
Interakcja A x B; A x B interaction 6 792,225 8,516 **
Interakcja A x C: A x C interaction 3 284506 | 3,058 _*
Interakeja B x C: B x C interaction 2 145953 | 1.569 'r_'ns
Interakcja A x B x C; A x B x C interaction 151,831 1,632 ns
Blad; Error 437 93,025

= istotnosE odpowiednio przy a=0,05 oraz przy a=001 — significant at a=0.05 and
a=0.01 respectively

ns — brak istotnosci — not significant

Stwierdzono brak istotnego zréznicowania ekspresji wirulencji przy zwigkszonej
koncentracji inokulum 200 sporangiéw w 1 mm® w kombinacji z poszczegdlnymi
terminami oceny. Natomiast przy obniZonej koncentracji inokulum 50 sporangioéw
w I mm* wykazano w marcu istotnic wigkszg frekwencje czynnikéw wirulencji
w poréwnaniu do czerwea i grudnia. Termin wrzesniowy byt istotnie lepszy. ale tylko
w stosunku do grudnia przy tej koncentracji inokulum.

Poszczegdlne izolaty wykazywaly duza zmiennosé ekspresji wirulencji w po-
szezegllnych terminach oceny. ale najwigksza stabilnoscia wykazat si¢ MP 425. [zo-
lat ten osiggnat ustabilizowang, wysoka. 8-9 czynnikowa wirulencjg juz po jednora-
ZOWYI jego przepasazowaniu przez tkanki ziemniaka nawet w kombinacji o nizszej
koncentracji inokulum. Ten izolat nadaje si¢g do oceny odpornosci materialéw
hodowlanych, gdyz osiggal ustabilizowang wysokg rekwencj¢ czynnikéw wirulen-
¢ji juz po jednorazowym pasazu. Pozostate trzy izolaty mogg by¢ uzyte do testowania
materialéw hodowlanych tylko po uprzednim, co najmniej dwukrotnym, pasazowa-
niu ich przez tkanki ziemniaka. Najwigkszg zmiennoscig odznaczaly si¢ izolaty US-8
iMP 423, gdyz ekspresja ich wirulencji wahata sig¢ od 0 (po jednorazowym pasazu) do
9 czynnikdw w wyniku dwu- oraz wielokrotnego pasazu. Izolaty US-8, MP 324 i MP
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423 w zasadzie odzyskaty prawie pelng ckspresje wirulencji po dwukrotnym pasazu
w kombinacji o zwigkszonej koncentracji inokulum. a pelng ckspresje (w przypadku
US-8 i MP 324), por6wnywalng z wynikami badari poczatkowych dopicro po wielo-
krotnym pasazu. Przyczyny utraty wlasciwosci pasozytniczych izolatéw mozna przy-
pisywac przechowywaniu ich od czasu izolacji na sztucznych podlozach i przystoso-
waniu si¢ do saprofitycznego trybu Zycia, oraz ogélnemu oslabieniu spowodowane-
mu nicpetnym zestawem skladnikéw odzywezych w pozywee, niezbgdnych dla P
infestans. Te obnizone wlasciwosci mogg zostac odzyskane poprzez przeszezepienie
kultur P infestans 7 pozywki na tkanki ziemniaka (Sujkowski, 1983). W naszych
badaniach stwierdzilismy. ze jednorazowe. a nawet dwukrotne pasazowanie kultur na
tkanki zicmniaka moze nie wystarcza¢ do tego, aby kultury te odzyskaty peing eks-
presje wirulencji i agresywnosci. Byé moze lepszy rezultat zostaiby uzyskany po trzy-
lub czterokrotnym zabicgu przeszczepiania kultur na tkanki ziemniaka. Jinks
i Grindle (1963) stwierdzili, Ze spadek patogenicznosci byl odwracalny jesli utrzy-
mywanic kultur na sztucznym podlozu nie trwalo dhuzej anizeli jeden rok. Jesli prze-
chowywanie izolatéw na pozywee trwalo dluzej wéwezas ulegaly one zmianom nie-
odwracalnym.

Badane izolaty P. infestans reagowaly w r6zny sposéb na zwigkszong koncen-
tracj¢ sporangiow w inokulum. W wigkszosci przypadkéw w wyniku inokulaciji list-
kow, inokulum o wigkszej koncentracji powodowato takg samg lub wigksza wykry-
walnos¢ czynnikéw wirulencji w poréwnaniu z inokulum o niZszej koncentracji. Jed-
nak w przypadku izolatéw US-8 i MP 324 po pasazu jednorazowym obserwowano
zjawisko odwrotne — wyzsza koncentracja powodowala spadek ekspresji wirulencji.
Prawdopodobnic patogen, ktéry po jednorazowym pasazu nic odzyskal jeszcze
w pelni swoich wlasciwosci pasozytniczych, przy wyzszej koncentracji sporangicw.,
silnie zarcagowal na pogarszajace si¢ warunki tlenowe zahamowaniem uwalniania si¢
plywek ze sporangiéw, co wyraZnic pogorszyto infekcyjnosé inokulum o wyzszej
koncentracji. Takie zjawiska obserwowali w swoich badaniach Pietkiewicz (1976b)
1Zarzycka (1989).

Wydaje si¢ konieczne, zeby przed przeznaczeniem do badan izolatu w testach
masowych, przebadac go pod katem ilosci pasazy przez tkanki ziemniaka niczbed-
nych do osiggnigcia wysokiej i stabilnej ekspresji czynnikéw wirulencji.

2. Frekwencja poszczegolnych czynnikéw wirulencji

Wszystkic zastosowane warianty metodyczne mialy pewien wplyw na eks-
presj¢ poszczegdlnych czynnikéw wirulencji (Tabela 4). Wysokg ekspresije odno-
towano dla czynnikéw vl v2, vd, v6iv7, ktérych frekwencja w testach w poszcze-
g6lnych terminach wahata si¢ od 0,8 do 1,0. Bardziej zmiennie zarcagowaly czyn-
niki v3. v10 1 v11, wykazujac wahania ekspresji od 0.70 do 0.91.

Czynniki v5 i v8 mialy stabg i bardzo zmienng ekspresje w testach. Fre-
kwencja v5 wahata si¢ od 0,16 do 0,56, a v8 od 0,00 do 0,32 w zaleznosci od
miesigca oceny.



Tabela 4

Wplyw terminu oceny, liczby pasazy oraz konecentracji inokulum na frekwencjg poszezegdlnych czynnikéw wirulencji P. infestans

Table 4

The effect of assessment date, inoculum concentration and number of passages on {requency of particular virulence factors

Frekwencja czynnikiw wirulencji

Frequency of virulence factors

Wplyw: terminy x pasaze
Effect of dates x passages

Wplyw: koncentracje x terminy
Effect of concentrations x dales

Wplyw: pasaze x koncentracje
Elfect of passages x

Wartosci drednie
Mean values

- ,_g . . - . i . concentrations . .
F 3 marsec crerwice wrzesien (IX) grudzier llinm:cnlr'.«.']a Iknnc«:nlraﬂ:_m | pasaz 2 ) dla termindw dla knn.t_:cn- dla pasazy
= £ (1II) (VI) September (XII) inokulum 50 inokulum 200 1 pasaze for dates tracji for passages
EE March June December inoculum inoculum passage 2 for
E = concentration voneentration 200 passages concentra-
50 tions
1 2p7 [ w" Ip 2p w Ip 2p w Ip p w m Wi 13 X0 [m ] X XI w® [ 200" | $0 200 | S0 200 [ i X Xl 30 200 Ip Ip w
w1 | 060 [057 [1.00 [060 [057 | 1m0 [067 [092 (100 [060 [095 [1.00 | 08S [0.78 [0.85 [083 [087 [085 [088 [087 [0.56 [063 [005 [058 [ 100 [ 1.00 [o.86 [ 086 | 086 [ 085 [083 [ 087 | 060 |09 | 1,00
v2 | OB2 [ 100 [ 100 [ 050 [085 | 100 [ 100 [ 100 [1.00 [057 [097 [0.97 [008 [078 [ 100 [0.82 [090 [090 [ 100 [0 [071 [075 [ 099 [ 1,00 |00 [ 100|054 [082 [ 1,00 [ 084 | 089 (092|073 | 1,00 | 1,00
V3 |02 [092 [ 100|042 [082 [ 100 [077 [097 [1.00 [052 (087 [057 [093 [077 [097 (075 {000 [085 | 087 [083 (06 [064 [ 090 [055 |09 100 (091 [076 091 [0,79 |[085 [086 064 | 093 | 1,00
vd | 060 [095 [ 1,00 [ 067 |08 | 100 | 1,00 | L00 | L00 [ 050 | 092 | 097 | 083 | 085 | 100 [ 080 | 087 | 092 | 100 | 0,80 068 | 071 | 094 |09 | 100 | 099 | 085 | 086 | 1,00 |080 087 (090 [070 | 097 | 1,00
w5 | 002|025 | 065 (025 {057 | ORT | 007 |05 | 037 | 007 | 015 (027 (027 |035 | 027 | 003 | 042 | 078 | 043 [O35 (000 (021 [006 [ 054 035 (074 |03 [ 056 | 030 (006 | 023 | 049 0,16 | 0,35 I.LT
v6 | 077 |10 | 1.00 | 035 | 087 | LO0 [097 | 097 (097 | 055 | 005 | 100 | 0.093 | 078 | 095 | 080 | 092 083 | 100 | 087 | 0,65 | 0.73 | 006 | 099 | 0.0% | 100 | 092 | 0,81 | 0,97 | 063 | 086 | 090 | 0,69 | 0,98 | 1,00 |
7 [ oe0 [ roo froo fos? [ oo oo [os2 [ oo | Lo [oso [ ogoe | Lo0 Lo [ogs o3 (072 [o93 [o87 (095 [o82 [o7 [oes oo Jos [ Lo [ 100 [o97 [oge [o94 [ogo [o87 |os9 0,70 | 0,95 | 1,00
vE | 802 [oos [o20 [oin [o02 (oo [om (oo |00 (020 [oos |00 [oos (007 (oo [o1s [ois fars [ooo [oe2 (oo [ooe [ o (o [0 035 [om [o10 o [032 [021 [042 | 009 |one |032
v | 000|000 [0.00 [ 000 | 0,00 [ 000 | 0,00 | 000 [ 000 [ 000 |00 [ 002 [ 000 [ 000 [ 000 | 000 | 000 [ 0,00 [ 000 | 008 | 000 [ 000 | 000 [ 0,05 [ 000 [ 001 | 00 | 0,00 | 0,00 | 6,04 [000 [002 | 000 | 003 | 001
v1() | 04T | 08D ) 100 | D20 095 {097 (037 | 077 [ 097 [050 [ 087 | 100 [078 [065 Joes [077 [073 080 [073 [082 |05 [ o4 [ogo [0 [ost | Lo0 [ede |07 |07 [o79 [072 [077 040 | 0xs W
vl 052|052 | 100 | 035 | 087 | 100|067 | 050 | 0S5 | 052 1090 | 100 [OR0 (073 078 |OT8 | OK3 | 075 (050 | 083 (054 | 050 | 081 | 099 | 058 | 100 | 081 [ 0,74 | 084 |08 [077 | 083 0,52 | 0% | 099
U Ip = pojedynczy pasaz na plastrach z bulw ziemniaka Single passage on potato tuber slices

2) zp

200 = koncentracja inokulum 200 sporangiow w Lmm’

= podwdjny pasaz na plastrach z bulw ziemniaka
Yw = kultury wielokrotnie pasaiowane na plastrach z bulw ziemniaka Cultures many times passaged on potato tuber slices
450 = koncentracja inokulum 50 sporangiow w Imm'

Double passage on potato tuber slices

Inoculum concentration 50 sporangia in I mm’

Inoculum concentration 200 sporangia in 1 mm’
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Czynnik v9, ktérego obecnosci nie stwierdzono w badaniach wstgpnych oce-
nianych izolatow, wystgpil sporadycznie w lescie grudniowym przy podniesionej
koncentracji inokulum (200 sporangiéw w I mm?) i dwu- (w US-8) lub wiclokrotnych
(w MP 324) pasazach.

Najstabszg wykrywalnosé obserwowano w czerwceu i grudniu. W tych terminach
stwicrdzono stabszg ckspresje tych czynnikéw wirulencji. kiore uwazane sg za bardzo
lub srednio stabilne (. v2, v3, v4, v6, v7 (Zarzycka iin., 2002). Czynnik v1 reagowat
dosy¢ jednolicie we wszystkich terminach z frekwencjg 0,85-0.86. Najwyzsza ckspresje
w marcu 1 wrzesniu wykazywaty czynnikiv2, v3,v61v7. a w czerweu 1 wrzesniu czynnik
v4. Bardzo zmienny czynnik v5 byl najlepiej wykrywalny w czerwcu,

Uszeregowanie poszezegdlnych czynnikéw wirulencji pod wzgledem czgsto-
tliwosci wystgpowania bylo bardzo podobne we wszystkich terminach, w ktérych
zostaly przeprowadzone testy. Wspétezynniki korelacji migdzy poszezegdlnymi ter-
minami w tym przypadku wahaly si¢ od r=0,878%* (mi¢dzy marcem a czerwcem) do
r=0,999%* (mi¢dzy wrzesnicm a grudniem).

Zwickszenie koncentracji sporangiéw w inokulum mialo pewien wplyw na
lepszg wykrywalnos¢ wszystkich czynnikéw wirulencii. cho¢ na ogél wplyw ten nie
byt znaczny w przypadku czynnikéw charakteryzujacych si¢ duzg lub srednig stabil-
noscig frekwencji. WyraZnie wigkszg ckspresje wykazaly czynniki bardzo zmienne,
a czynnik v9 zostal wykryty tylko w kombinacji, w ktdrej zastosowano wyzszg kon-
centracjg sporangiow,

Liczba pasazy. kiére wykonano na tkankach ziemniaka miala tez duzy wplyw
na wykrywalnos¢ poszczegdlnych czynikéw wirulencji. Znacznic wyzsza zaobser-
wowano w kulturach dwukrotnie pasazowanych w porownaniu z kulturami pasazo-
wanymi tylko raz. Natomiast réznice pomigdzy pasazem podwdjnym a wielokrotnym
byly duzo mniejsze niz migdzy pasazem pojedynczym a podwdjnym. Obserwacja ta
dotyczyta czynnikdw bardzo lub Srednio stabilnych. Czynniki bardzo zmienne v5
i v8 charakteryzowaly si¢ znacznie wyzszg ekspresjg wirulencji w kombinacji kontro-
Inej (wiclokrotnie pasazowanej) niz po dwaoch przeszcezepieniach, a czynnik v9 weale
nic zostal wykryty w kombinacji jednorazowo przeszczepionej. Wykrywalnoscé czyn-
nikow wirulencji w kombinacji wielokrotnego pasazowania, z wyjgtkiem czynnikéw
bardzo zmiennych v5, v8 i v9 byla prawie stuprocentowa.

3. Stabilnos¢ agresywnosci

W przeprowadzonym doswiadczeniu tylko liczba przeszczepieri badanych
kultur na plastrach z bulw ziemniaka, wykonanych przed inokulacja miala istotny
wplyw na ckspresj¢ agresywnosci. Wyzszy poziom agresywnosci stwierdzono po wie-
lokrotnym i dwukrotnym pasazu niz po pasazu jednorazowym. Natomiast termin
wykonania testu i koncentracja inokulum nie miaty wptywu na poziom agresywnosci
(Tabela 5). Nie zaobserwowano réwnicz istotnego wspdldziatania pomigdzy poszcze-
gdlnymi wariantami doswiadczenia.



Tabela 5

Wplyw terminu oceny, liczby pasazy oraz koncentracji inokulum na ekspresje agresywnosci izolatow Phytophthora infestans

Table 5

The effect of assessment date, inoculum concentration and number of passages on aggressiveness expression of Phytophthora infestans isolates

Stopieni porazenia Degree of infection

[zolaty Isolates Interakcja: Srednia
Terminy Koncentracje US-8 MP 324 MP 423 MP 425 Interakeja termuiny x terminy X dla
oceny mokulum pasaze koncentracje | terminéw
Assessiment Inoculum Dates x passages Dates x Mean
dates concentrations interaction concentrations | value for
D B interaction dates
p" [ 207 [ w’ [lpl 2p [ w [ lp|2p] w [ Ip[2] w| Ip | 2p[w] 50 [ 20
Mrzec 50 35| 21 L7 170 L7 | 11| 67 [44] 16| 11 |13 l 3| 46a 22al13al 28m | 26m 27k
March 200 87 | 19 | 1,1 |60] 21 | 1229 |30l L1 | 11 [13]12
czerwiec 50 S4 | 64| 1066|3310 731314232520/ 58a [24a|l6a|36m| 29m 33k
June 200 86 | 14| 14 |54 16| 1.1 | 61 [ 13] 23|21 |12]23 o
wrzesien 50 57 (52119 |42 22121 | 50 (48] 25| 25 |14]| 24| 44a |34a|23a| 33m | 35m 34k
September 200 66 | 47| 25 40| 22 | 25| 48 |[47] 23 | 27 [20] 25
arudzien 50 69 | 51 | 30 [32] 36| 31| 90 (45 36| 31 [32] 30| 56a |38a|29a| 43m | 39m 4.1k
Decermber 200 8239252937 ]|23]|89(39]27[27[27]30 |
B %ledm.\ dla pasazy Mean value for passages | 5,1v" | 2.9 x| 2.0 x
50 Interakeja pasaze x koncetracje | 5.2 | 33| 2.0/
200 Passages x concentrations interaction| 5,17 | 267 | 207
Srednia dla koncentracy Mean value for concentration| 35 ¢ | 3.2 ¢r
I p = pojedynczy pasai na plastrach z bulw Ziemniaka Single passage on potato tuber slices

2 2p = podwdjny pasaZ na plastrach z bulw ziemniaka Double passage on potato twber slices

significantly according to Tukev's test for P=0.03

= kultury wielokrotnie pasazowane na plastrach z bulw ziemniaka Cultures many times passaged on potato tuber slices

' Wartosci oznaczone réznvmi literami roiniq si¢ od siebie istomie wedlug testu Tukey'a proy P=0,05 The values marked with the various letters differ
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Podobnic jak przy omawianiu wirulencji, izolat MP 425 we wszystkich termi-
nach oceny w kombinacji z dwoma koncentracjami inokulum, juz po pierwszym
pasazu wykazal si¢ wysokg i ustabilizowang agresywnoscig. Ekspresja agresywnosci
lego izolatu po jednorazowym przeszezepieniu na plastry ziemniaka byla zblizona
do ckspresji uzyskanej po dwu- i wiclokrotnym pasazowaniu. [zolat MP 425 bedzie
prawdopodobnic uzyty do testowania odpornosci materialow hodowlanych na zarazg
w zwigzku 7z naglym zalamanicm sig stabilnej. wysokicj patogenicznosci dotychezas
uzywanego izolatu MP 324.

Utrata wlasciwosci pasozytniczych izolatow P. infestans w czasie przechowy-
wania na podtozach sztucznych znana byla z doniesient Jinksa i Grindlea (1963).
Prezentowane wyniki wykazaly, ze najlepszg ekspresje agresywnosci stwierdzono
w kombinacjach z dwukrotnym oraz wiclokrotnym pasazowaniem P. infestans na
tkankach ziemniaka. Wyniki (e zgadzajg si¢ z wynikami wezesniejszych badan
Zarzyckicj (1995 i 1996). Pomimo Ze izolaty utrzymywane (wiclokrotnie pasazo-
wanc) na tkankach ziemniaka charakleryzuja si¢ wysoka oraz ustabilizowang patoge-
nicznoscia. to jednak nic jest wskazane przechowywanie ich w tej formie, gdyz bylto-
by to zbyt pracochtonne i klopotliwe ze wzglgdu na koniecznos¢ stalego zabezpie-
¢zenia $wiezego materiatu roslinnego ziemniaka niezbgdnego do cotygodniowych
przeszezepici (Swiszezewska iin., 1971; Zarzycka, 1995 i 1996). Wsr6d izo-
latw, ktére byly wiclokrotnie (przez wicle miesigey) pasazowane na tkankach roslin-
nych zdarzaly si¢ takze nicprzewidywalne zatamywania sig ekspresji agresywnosci
i wirulencji. Wedlug Pietkicwicza (1978) izolaty pasazowane przez dwa lata na
plastrach ziemniaka po tym okresie tracily 50% agresywnosci w stosunku do odpor-
nych odmian ziemniaka. Podobne wyniki osiggnigto w doswiadczeniu przeprowa-
dzonym w Mlochowie, w ktérym przez kilka miesigey trenowano izolaty P infestans
na zranionych za pomocy papieru sciernego listkach kraicowo odpornego testera
Black’a R9 (Swiczynski i wsp. 1996). Na poczgtku badan, na uszkodzonych
listkach testera Black’a R9 rozwinely si¢ objawy chorobowe w postaci plam, na k16-
rych wytworzylo sig zarodnikowanie patogena. Z czasem jednak patogenicznosc izo-
latow w stosunku do testera R9 ulegla catkowitemu zatamaniu.
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Wplyw réznych metod traktowania kultur na ekspresj¢ wirulencji
i agresywnosci Phytophthora infestans

Streszczenie

Zbadano w czterech testach wplyw terminu przeprowadzenia do§wiadczenia,
koncentracji inokulum 1 liczby wykonanych pasazy na spektrum wirulencji i pozio-
mu agresywnosci czterech wybranych izolatéw P. infestans. Wszystkie wymienione
powyzej warianty doswiadczenia miaty wplyw na ekspresje wirnlencji. Zakres wiru-
lencji zanotowany w czerweu i grudniu okazal si¢ najwezszy w poréwnaniu z zakresa-
mi obserwowanymi we wrzesniu i marcu. Koncentracja inokulum wynoszgca 200
sporangiéw w 1 mm’® wplywata korzystniej na frekwencj¢ czynnikéw wirulencji niz
koncentracja 50 sporangiéw w 1 mm®. Kultury pasazowane wielokrotnie wykazaty
szerszy zakres wirulencji niz pasazowane jednokrotnie 1 dwukrotnie. Dwukrotny pa-
saz kultur P. infestans przed inokulacja wplynal korzystniej na ekspresj¢ wirulencji
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niz pasaz jednorazowy. Obserwowano istotng interakej¢ pomig¢dzy terminami testéw
1 liczbg pasazy oraz pomiedzy terminami 1 zmniejszong koncentracjy inokulum.
Wigksza koncentracja inokulum i liczniejsze pasaze na tkankach ziemniaka wpty-
waly pozytywnie na wykrywalnosé poszczegdlnych czynnikow wirulencji. zwlasz-
czavSive.

Kultury dwukrotnie i1 wiclokrotnie pasazowane na plastrach z bulw ziemniaka
byly istotnie bardzicj agresywne w poréwnaniu z kulturami pasazowanymi tylko raz.
[zolat MP 425 mial najbardziej stabilng ekspresj¢ wirulencji 1 agresywnosci. Kultury
P, infestans. kitore utracily infekeyjnos¢ wskutek przechowywania na zytnim agarze
mogg odzyskac¢ swojg wirulencjg 1 agresywnos¢ po wielokrotnym pasazowaniu na
tkankach ziemniaka.
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